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セイヨウミツバチ Apis mellifera L．は、元々はアフリカ大陸、ヨーロッパ、西アジアにのみ
生息していたが、養蜂種として利用するために世界各地に導入され、現在は全世界的に生息し
ている。このセイヨウミツバチには、アフリカ大陸からユーラシア大陸にかけておおよそ 25
亜種が分布しているが（Ruttner ,1988 ; Sheppard et al., 2003）、このうち養蜂種として適して
要 約
日本で飼養されているセイヨウミツバチ Apis mellifera の系統調査とアフリカ化ミツバチや
アフリカ系統が侵入してきたときの識別法としてミトコンドリア DNA の PCR-RFLP および
塩基配列の適用性の検討を行った。サンプルはヨーロッパおよびアフリカと日本各地の 12 地
域のミツバチ群を使用した。ミトコンドリア DNA の COI-COII 間を特異的に増幅する PCR
を行ったところ PCR 産物長の違いで亜種間を識別できることが示された。日本のセイヨウミ
ツバチは、すべての個体が A. meliifera ligstica の C 系統と一致していたため PCR と電気泳動
によりアフリカ系統のセイヨウミツバチ A. mellifera scutellata と識別可能であることがわかっ















A. mellifera ligstica 系統のミツバチが使われていたが、熱帯性の気候に適していなかったため















れている（Hall & McMichael, 2001; Suzao et al., 2002）。その中でもセイヨウミツバチのミト
コンドリア DNA の COI-COII 間領域には、非コード領域が存在していて、2 種類の P と Q と
呼ばれる特異的な配列構造をもっている（Cornuet et al., 1991）。この部分に挿入、欠損、置換、
反復などの変異による多数の多型が存在していて、制限酵素 Dra I を使った PCR-RFLP 法に
より特徴的なハプロタイプによるセイヨウミツバチにおける産地の識別が可能であることが報
告されている（Garnery et al., 1993）。これまでに南部および中央アフリカから 24 個のハプロ
タイプ（A 系統は P0Q, P0QQ, P0QQQ, P0QQQQ）が、アフリカ西部で（Y 系統は P0QQ）が、
アフリカ北部とヨーロッパ北西部から 25 個のハプロタイプ（M 系統は PQ, PQQ, PQQQ,
PQQQQ）が、ヨーロッパ南東部から 3 個のハプロタイプ（C 系統は Q 配列のみである）が、
中東地域から 5 個のハプロタイプ（O 系統は P0Q, P0QQ, P0QQQ）をそれぞれが持っているこ
26 日本で飼養されているセイヨウミツバチの系統
とが報告されている（Garnery et al., 1992, 1993; Clarke et al., 2001; Franck et al., 1998, 2001）。
この手法を用いることにより、これまでにもアフリカ化ミツバチの遺伝子浸透の解析が行われ
ている（Franck et al., 2001; Clarke et al., 2002）。アフリカ化ミツバチの原因となっているアフ
リカミツバチ A. mellifera scutellata は、南アフリカ原産の種で A 系統のハプロタイプのみを
















鋳型 DNA の調整は、働き蜂成虫の触角をピンセットで摘出し、それを試料として鋳型 DNA
の調整を行った。これらの試料は DNeasly blood & Tissue kit を使用した。抽出の方法は、キッ
トに添付されているプロトコールに従った。DNA 抽出溶液は、PCR 実験に供試するまで－20℃
で保存した。
プライマーと PCR 条件は、セイヨウミツバチのミトコンドリア DNA の COI-COII 遺伝子
間領域を増幅することを目的として、その塩基配列に基づき設計したものである。センスプラ
イマー（E2）の配列は、5’-GGCAGAATAAGTGCATTG-3’、アンチセンスプライマー（H2）
の配列は 5’-CAATATCATTGATGACCA-3’である。PCR は 1 サンプルあたり全量 30μl で行っ
た。反応液の組成は Takara Ex Taq ポリメラーゼ（5 units/μl）を 0.15μl 使用し、添付の 100μM
の 2.5mM dNTP mix を 2.4μl、10×緩衝液を 3μl、100μM の各プライマーを 0.05μl、鋳型 DNA
溶液（約 50 ng/μl）を 5μl 加えて、滅菌水で 30μl とした。反応は、プログラムサーマルサイ
クラ （ーTaKaRa）を用いて行い、94℃で 30 秒、46℃で 30 秒、72℃で 1 分間のサイクルを 35
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回繰り返した後、72℃で 5 分間の伸長反応を行った。増幅した DNA は、アガロースゲル電気
泳動法で分離してエチジウムブロマイド溶液（0.5μg/ml）で染色し、UV 照射下で増幅の確認
を行い、制限酵素処理まで－20 ℃で保存した。
制限酵素による消化は、Dra I（Takara）で処理を行った。反応液の組成は PCR 産物を 15μl、
Dra I（10 units）を 1μl、添付の 10×緩衝液を 2μl、滅菌水で 20μl とした。反応条件は 37℃
で 3 時間行った。制限酵素処理をした PCR 産物の電気泳動には、まず 6％ の Longranger ア
クリルアミドゲル（TaKaRa）を用い、電極用緩衝液には TBE 緩衝液（50 mM Tris, 50 mM
ホウ酸，1 mM EDTA, pH8.2）を用いた。電気泳動装置にはジェノケンサー装置（アトー）を
使用し、107×60 mm のゲルを用いて室温条件下において 200 V 定電圧で 60 分間の泳動を行っ
た。泳動後、ゲルはサイバーゴールド溶液（0.5μg/ml）で染色し、UV 照射下で検出されたバ
ンドパターンを VersaDoc（バイオラッド）で写真撮影をした。
ハプロタイプの DNA の塩基配列の決定は、PCR-RFLP 法により特異的であったハプロタイ
プの塩基配列を決定した。塩基配列決定のための鋳型 DNA は、PCR-RFLP で使用した PCR
産物と同じものを使用した。鋳型 DNA の精製は、ExoSAP IT（GE アマシャム）で処理を行っ
たものを使用して BigDye terminator cyclesequencing kit ver.3.1（アプライドバイオシステム
ズ）でサイクルシーケンシング反応を行った。反応はプログラムサーマルサイクラー
（TaKaRa）を用いて行い、94℃ で 15 秒、46℃で 30 秒、60℃で 4 分間のサイクルを 30 回繰
り返して解析まで－20℃ で保存した。塩基配列の決定には、エタノール沈殿で緩衝液を HiDi




資料をもとに 1963 年から 2011 年までに日本に輸入されたミツバチの国別輸入実績を図 1 に
示した。1963 年以降、14 か国から輸入してことがわかった。タイ、スロベニア、スイス、カ
ナダ、中国、ユーゴスラビア、フィジー、イタリア、ニュージーランド、オーストラリア、コ






























図 1 1963 年から 2011 年までの国別輸入実績
表 1 日本に輸入されたことがあるイタリアン系統
表 2 日本に輸入されたことがあるカーニオラン系統





















































（4）PCR および PCR-RFLP の解析
本実験に使用したサンプルは、PCR によって全ての個体が増幅した。各個体の PCR 産物は
アガロースゲル電気泳動において 1 本の DNA バンドを示したが、系統間で PCR 産物長に違
いが見られた。イタリアンとコントロールで使用したアフリカ系統 A. mellifera scutellata の間
では、明瞭に増幅サイズの違いが確認できた。日本のセイヨウミツバチは、イタリアン系統は、
A. mellifera ligstica と全ての個体が同一サイズであった。
PCR-RFLP のパターンは、日本のセイヨウミツバチと 5 亜種の PCR-RFLP パターンは表 6
に示した。イタリアン系統は、C1 ハプロタイプに一致していた。コントロールに使用いた A.
mellifera mellifera は、65、130、142、422bp の 4 つの断片の M6 ハプロタイプと A. mellifera ligstica
と同じ C1 タイプに一致していた。A. mellifera scutellata は、47、109、483bp の 3 つの断片の
A4 ハプロタイプと一致していた。A. mellifera capensis は、47、108、483bp の 3 つの断片の A1
ハプロタイプのパターンと一致していた。日本のサンプルのほぼ全てが、P 構造の欠損してい
る C タイプの C1 ハプロタイプパターンを示していた。C1 ハプロタイプは、41、47、64、420
bp の 4 つの断片になった。
（5）ハプロタイプの塩基配列の決定
各亜種および個体群ごとに特異的なハプロタイプの塩基配列を決定し、得られた各ハプロタ
イプの配列のうち P 構造の部分を付図に示した。この部分はそれぞれ C、A、M のハプロタ
イプそれぞれに特徴的な欠損を示しているため塩基配列による系統識別が可能であった。また
得られた配列は PCR-RFLP 法により得られた断片長のパターンと配列内での Dra I 認識配列
箇所が一致していたことから PCR-RFLP 法は成功していると判断することができた。イタリ
アン系統と思われるサンプルは、P 構造が欠損している Q の C1 ハプロタイプの配列と一致し
た。コントロールの A. mellifera mellifera は、PQQ の M6 ハプロタイプの配列と C1 ハプロタ
イプの配列に一致した。A. m. carnica は、P が欠損している C1 ハプロタイプと一致した。A.
mellifera scutellata は、P0QQ の A4 ハプロタイプに A. mellifera capensis は P0Q の A1 ハプロタ
イプの配列と一致した。スロベニア産カーニオラン系統のほとんどは、P 領域が欠損している
C1 ハプロタイプと一致していた。さらに 2 個体のみであるが、ハプロタイプ C1 以外にカー
ニオラン特有の C2e と C2d が見つかった。日本のセイヨウミツバチのハプロタイプは、ほぼ
すべての個体で P 構造が欠損していた C1 ハプロタイプの配列と一致していた（表 7）。
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実験調査のまとめ
今回初めて国内で飼養されているセイヨウミツバチの系統を遺伝子レベルで明らかにするこ
とができた。特に A. mellifera ligstica と A. mellifera scutellata の間には顕著な差異が認められ、
PCR による増幅産物によって両者を識別することが可能であった。日本のセイヨウミツバチ
は、ほぼすべての個体がハプロタイプ C と同じ大きさであった。ヨーロッパ原産とアフリカ
原産のセイヨウミツバチにおける COI-COII 遺伝子間領域の PCR 産物の電気泳動では、亜種
ごとに差異が認められているが（Garnery et al., 1993）、これらの結果は、過去の海外での研究
調査と一致していた。
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A. mellifera capensis South Africa 2 3
A.mellifera suctellata South Africa 5
A.mellifera ligstica Italia 5
A.mellifera carnica Croatia 5
A.mellifera mellifera France 3 2
表 7 ミトコンドリア DNACOI-COII 領域間のハプロタイプ
32 日本で飼養されているセイヨウミツバチの系統
た。また、DNA 抽出から PCR および電気泳動までおおよそ 3 時間程度で行うことが可能で
あるため非常に迅速な診断方法でもある。
PCR-RFLP および塩基配列の解析によって日本のセイヨウミツバチには、三つのハプロタ
イプ C1、Cd、Ce が存在していることが示された。Cd、Ce ハプロタイプも含めて、C 系統の
ハプロタイプは、A. mellifera ligstica や A. mellifera carnica などのヨーロッパ南西部系統のセイ





ミツバチ Apis cerana japonica も同じプライマーによって PCR 増幅が可能であるが、PCR 産物






は、2 次的にセイヨウミツバチが持ち込まれたアメリカ大陸（Franck et al., 2001; Clarke et al.,
2002）やオセアニア地域（Koulinanos and Crozier, 1996; Oldroyd et al., 1995）と比較してミト
コンドリア DNA レベルではあるが極めて多様性が低いことが示された。
セイヨウミツバチのミトコンドリア DNA の COI-COII 間は亜種ごとに非常に多型に富んで
いることから、この領域の PCR および PCR-RFLP 法により日本ではアフリカ化ミツバチやア
フリカ系統への判定に使用できることも明らかになった。また、P 構造部分の塩基配列の欠損
パターンによっても亜種間のハプロタイプが識別可能である。ハプロタイプ M と A 系統間の
PCR 産物サイズおよび RFLP パターンは、似ている場合があるため（Garnery et al., 1992, 1993;
Franck et al., 1998）、塩基配列を解析することで、より精度の高い判定方法になることが予測
された。日本のセイヨウミツバチのハプロタイプは、ほぼ全てが C1 ハプロタイプである。そ
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The apicultural honeybee Apis mellifera L. has been introduced for about hundred years in
Japan. We sequenced the non-coding intergenic region between COI and COII mitochondrial
genes from 12 populations collected through Japan. About 50 different haplotypes have been
reported for the non-coding region of A. melliefra . This study detected A. mellifera ligstica type in
Japan, which we consisted haplotype C1. These results suggested that PCR product only was
distinguished from African haplotype. In addition PCR-RFLP and sequencing of the non-coding
region increased the reliability of diagnostic when found other haplotype from Japan.
Keywords: Apis mellifera, genetic diversity, Japan, mitochondrial DNA, Africanized honeybee
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